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<§) Protein mit DNase-Aktivitat 

@ Die voriiegende Erfindung betrifft ein Protein mit DNase- 
AktMtfit, aina ein solches kodierande DNA und ein Verfah- 
ren zur Herstellung eines solchen. Ferner betrrfft die Erfin- 
dung die Verwandung dar DNA und des Proteins sowie 
gegen das Protein gerichtete Antik6rper. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Protein rait DNase-AktivitMt, eine ein solches kodierende DNA und ein 
Verfahreti zur Herstellung eines solcheiL Femer betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
5 Proteins sowie gegen das Protein gerichtete Antikdrper. 

Es ist bekannt, daB viele Zellen einen programmierten Zelltod erletdea Dieser Zelltod wird mit Apoptose 
bezeichnet Er findet sich z. B. bei der Organentwicklung und Metamorphose, der Gewebeatrophie und Tumor- 
regression. Apoptose ist mit einer Kondensation des Cytoplasmas, einem Verlust von Plasmamembran villi, einer 
Segmentation des Kerns und insbesondere einem extensiven Abbau chromosomaler DNA verbunden. Letzteres 
io zeigt sich darin, daB in apoptotischen Zellen eine "Leiter" von DNA-Fragmenten, insbesondere der GrflBe von 
mehr als 600 kb, 50—300 kb und 50 kb, vorliegt Bisher ist nicht bekannt, welche Mechanismen fQr den Abbau 
der chromosonalen DNA verantwortlich sind. Dies ware aber notwendig, um Apoptose besser verstehen und 
gegebenenfalls MaBnabmen fQr oder gegen sie ergreifen zu kdnnen. 
Der voriiegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Mittel bereitzustellen, mit dem der Abbau 
is chromosomaler DNA in apoptotischen Zellen untersucht werden kann. 

ErfindungsgemiB wird dies durch die Bereitstellung der Gegenstande in den PatentansprQchen erreicht 
Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist somit ein Protein mit DNase-Aktivhit, das die Aminos&urese- 
quenz von Fig. 1 oder ein funktioneDes Derivat oder Fragment davon umfafit 
Der Ausdruck "DNase-Akrivitat" weist daraufhin, daB das Protein einzel- und/oder doppelstringige DNA 
20 schneiden kann. 

Der Ausdruck "funktionelles Derivat oder Fragment 9 umfafit jegliches Derivat oder Fragment der Aminos&u- 
resequenz yon Fig. 1, das eine DNase-Akttvitit aufweist Auch kann die Aminos&uresequenz von Fig. 1 Additio- 
nen, Substitutionen und/oder Deletionen von ein oder mehreren Aminosfturen aufweisen, was auch fQr die 
funktionelien Derivate oder Fragmente davon gilt 
25 Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist eine fQr ein vorstehendes Protein kodierende Nu- 
kleins&ure. Dies kann eine RNA oder eine DNA sein. Letztere kann z. B. eine genomische DNA oder eine cDN A 
sein. Die beanspruchte DNA umfafit foigendes: 

(a) die DNA von Fig. 1 oder einen Teil davon, 
30 (b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(cj) eine mit der DNA von (a) oder (b) Qber den degenerierten genetischen Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter flblichen Bedingungen, insbesondere 
bei 20°^ unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit einer DNA von (a) hybridisiert 

35 Die DNA von Fig. 1 wurde bei der DSM (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) als 
JFC4 unter DSM 9993 am 23. Mai 1995 hinteriegt 

Nachstehend wird eine erf indungsgemOfie DNA in Form einer cDNA beschriebert Dtese steht beispielhaft fQr 
jede unter die vorliegende Erfindung fallende DNA. 
Zur Herstellung einer erfindungsgem&Ben cDNA ist es gQnstig, von einer Cosmid-Bibliothek, z. B. qlZ (vgL 

40 Dietrich, A.etaL, Nucleic Acids Res. 19, (199 IX 2567—2572) auszugehen, von der Klone die Region Xq273-Xqter 
des menschlichen Genoms umfassen. Solche Klone werden auf einer FUtermembran fbriert und mit markierten, 
aus mRNA von Schweinegeweben, z. B. Gehirn, Musket, Leber, durch reverse Transkription erhaltenen cDNA- 
Pools hybridisiert (vgL Coy, JJR. et aL, Mammalian Genome 5, (1994) 131—137). Diejenigen Klone, die mit den 
cDNA- Pools ein Hybridisierungssignal aufweisen, werden zum Screening einer menschlichen cDNA-Bibliothek, 

45 z. B. von fdtalem Gehirngewebe, verwendet HierfQr eignet sich besonders die cDNA-Bibliothek X-Zap, Strata- 
gene, Kat-Nr. 936206. Es wird eine erfindungsgemaBe cDNA erhalten. 

Eine erf indungsgem&Be cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor voriiegen. Beispiele soldier sind 
dem Fachmann bekannt Im Falle eines Expressionsvektors fOr E ooli sind dies z. B. pGEMEX, pUO-Derivate, 
pGEX-2T, pET3b und pQE-8, wobei letzterer bevorzugt ist FQr die Expression in Hefe sind z. B. pYlOO und 

50 Ycpadl zu nennen, w&hrend fQr die Expression in tierischen Zellen z. B. pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4, 
anzugeben sind FQr die Expression in Insektenzellen eignet sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor 
pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zellen, um eine, erfindungsgemgBe, in einem Expressionsvektor vorliegende 
cDNA zu exprimieren. Beispiele soldier Zellen umfassen die Ejooli-Stamme HB101, DH1, xl776, JM101, JM 109, 
55 BL21 und SG 13009, wobei letzterer bevorzugt ist, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevisiae und die tieri- 
schen Zellen L» 3T3, FM3 A, CHO, COS, Vero und HeLa sowie die Insektenzellen sf9. 

Der Fachmann weiB, in welcher Weise eine erfindungsgem§fi e cDNA in einen Expressionsvektor inseriert 
werden muB. Ihm ist auch bekannt, dafi diese DNA in Verbindung mit einer ffir em anderes Protein bzw. Pepttd 
kodierenden DNA inseriert werden kann, so daB die erfindungsgem&Be cDNA in Form eines Fusionsproteins 
GO exprimiert werden kann. 

Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformierte bzw. transfizierte Zellen zu kulthrieren. Auch 
sind ihm Verfahren bekannt, das durch die erfindungsgemSBe cDNA exprimierte Protein zu isolieren und zu 
reinigen. Ein solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfalls Gegenstand der voriie- 
genden Erfindung. 

65 Ein weiterer Gegenstand der voriiegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehendes Protein bzw. Fusionspro- 
tein gerichteter Anttkttrpen Ein soldier Antikdrper kann durch Qbtiche Verfahren hergestellt werden. Er kann 
polyklonal bzw. monoklonal sein. Zu seiner Herstellung ist es gQnstig, Here, insbesondere Kaninchen oder 
Htihner fQr einen polyklonalen und Mftuse fQr einen monoklonalen Antikdrper, mit einem vorstehenden (Fu- 
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sions)protein odcr Fragmenten davon zu immuaisiereit Weitere "Booster* der Here kdnnen mit dem gleichea 
(Fusions)protein oder Fragmenten davon erf olgen. Der polyklonale Antikdrper kann dann aus dem Serum bzw. 
Eigelb der Here erhalten werden, Fflr den monokionalen Antikdrper werden Milzzellen der Here mit Myelom- 
zellen fusioniert 

Ein bevorzugter Antikdrper der vorliegenden Erfindung, ngmlich der monoklonale Antikdrper 1 1/78/1, wurde 5 
bei der DSM unter DSM AOC221 1 am 26, April 1995 hinterlegt 

Die voriiegende Erfindung ermdglicht es, den Abbau chromosomaler DNA in apoptotischen Zellen zu 
untersuchea Diese Untersuchung kann an isolierten K&rperflOssigkeiten einer Person durchgeftihrt werden. Mit 
einera erfindungsgemafien Antikdrper kann eine fQr vorstehenden Abbau verantwortttche DNase nachgewiesen 
werden. Ferner kann mit einem erfindungsgemafien Protein ein gegen diese DNase gerichteter Autoantikdrper io 
nachgewiesen werden." Beide Nachweise kdnnen durch Qbiiche Verfahren, insbesondere einen Western Blot, 
einen ELISA, eine Immunpriadpitation oder durch Iraraunfluoreszenz, erfolgen. Desweiteren kann mit einer 
erfindungsgemafien Nukfeinsiure, insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Primern, die Expression 
des fflr vorstehende DNase kodierenden Gens nachgewiesen werdea Dieser Nachweis kann in Qblicher Weise, 
insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

DarUberhinaus eignet sich die voriiegende Erfindung, Mafinahmen fQr oder gegen Apoptose, zu ergreifen. 
Diese MaBnahmen umfassen die Verabreichung eines erfindungsgemafien Gegenstandes an eine Person. Mit 
einem erfindungsgemafien Antikdrper kann eine vorstehende DNase inhibiert werden, wodurch der Abbau von 
chromosomaler DNA verhindert wird. Andererseits kann mit einem erfindungsgemafien Protein, insbesondere 
nach Kopplung an ein vom Kfirper nicht als fremd angesehenes Protein, z. B. Transferrin oder BSA, dieser 20 
Abbau gefdrdert werden, was sich insbesondere zur Behandlung von TumorzeUen eignen wtirde. Entsprechen- 
des kann audi mit einer erfindungsgemafien NukleinsMure, insbesondere einer DNA, erreicht werden, die unter 
die Kontrolle eines in bestimmten Geweben, z. B. Tumoren, induzierbartn Promotors gestellt wird und nach 
ihrer Expression zur Bereitstellung ernes erfindungsgemafien Proteins in diesen Geweben fQhrt DarQberhinaus 
kann eine erfindungsgemafie Nukleinsture, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung einer vorstehenden 25 
DNase genutzt werden. Hierzu wird die NukleinsSure, z. B. als Basis fflr die Erstellung von Anti-Sinn-Oligonu- 
kleotiden zur Expressions-Inhibierung der fOr vorstehende DNase kodierenden Gens verwendet 

Die voriiegende Erfindung stellt somit einen grofien Beitrag zur diagnostischen und therapeutischen Erf as- 
sung von Apoptose dar. 



Kurze Beschreibung der Zeichnung 



Zur Herstellung eines erfindungsgemafien Proteins wurde die DNA von Fig. 1 als Template verwendet Es 
wurde ein PCR-Verfahren durchgeftihrt Als Primer-Paar wurde verwendet: 5'-CAGGGATCCGATGACGAT- 
GACAAAATGCACTACCCAAC TGCAC-3' und 5'<}GGGGATCCTCAGGCAGCAGGGCACAG-3 r . Der 
PCR-Ansatz bzw. die PCR-Bedingungen waren wie folgt: 



PCR-Bedingungen 
-92°C-5min 

— Zugabe von 1 |xl Pf u-Polymerase (Stratagene) « 2J5 Einheiten 

— Zugabe von Paraffin 

PGR 
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Fig. 1 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosauresequenz eines erfindungsgemafien Prote- 
ins mit DNase-Akdvitlt 

Die voriiegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele eriautert as 

Beispiel 1 

Herstellung und Reinigung eines erfindungsgemafien Proteins 
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PCR-Ansatz 

Template DNA (Fig. 1 ): 1 \d « 1 ng 
Pfu-Polymerase 1 Ox-Puffer: 10 yd =» 1 x 
DMSO: 10 »il « 10% 

dNTPs:ljiL- je200|iM so 

Oligonukleotide, je 1,5 |il:3 |il — je 150 ng 

H20-bidest:ad99jil 
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92°C 1 min 

58 °C 1 min ^ 1 Zyklus 
72°C 10 min 
92° C 1 min 

58°C 1 min > 39 Zyklen 
72° C 2 min 

72°C 10 min 1 Zyklus 



Die araplifizierte DNA wurde mit Bamfil gespalten und in die einzige BamHI-SteDe des Expressionsvektors 
pQE-8 (Diagen) inseriert Es wurde das Expressionsplasmid pQ/DNaseX erhalten. Dieses kodiert fur ein Fu- 
sionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und dem erfindungsgemaBen Protein von Fig* 1 (C-Ter- 

20 minuspartner). pQ/DNaseX wurde zur Transformation von Exx>li SG 13009 (vgL Gottesman, S. et aL, J. BacterioL 
148, (1981), 265—273) verwendet Die Bakterien wurden in einem LB-Medium mit 100 pg/ml AmpicilQn und 
25 |ig/ml Kanamycin kultiviert und 4 h mit 60 pM Isopropyi-p-D-Thiogalactopyranosid (IPTG) induziert Durch 
Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wurde eine Lyse der Bakterieti erretcht, anschlieBend wurde mh dem 
Lysat eine Chromatographic (Ni-NTA-Resin) in Gegenwart von 8 M H&rnstoff entsprechend der Angaben des 

25 Herstellers (Diagen) des Chromatographie-Materiab durchgefQhrt Das gebundene Fusionsprotein wurde in 
einem Puffer mit pH 3,5 eluiert Nach seiner Neutralisierung wurde das Fusionsprotein einer 18% SDS-Poly- 
acrylamid-Gelelektrophorese unterworf en und mit Coomassie-BIau ange&rbt (vgl Thomas, J.O. und Kornberg, 
RJD, JMoLBioL 149 (1975^ 709-733). 
Es zeigte sich, daB ein erfindungsgemiBes (Fusions)protein in hochreiner Form hergestellt werden kanrt 



Beispiel 2: Herstellung eines erfindungsgem&Ban Antikdrpers 



Ein erfindungsgem&Bes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurde einer 18°/6,SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophore- 
se unterzogen. Nach Anf&rbung des Gels mit 4 M Natriumacetat wtfrde eine 35 kD Bande aus dem Gel 
35 herausgeschnitten und in Phosphat gepufferter Kochsalzldsung inkubiert Gel-Stiicke wurden sediraentiert, 
bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese» der eine 
Coomassie-Blau-FHrbung folgte, bestimmt wurde. Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie 
folgt immunisiert: 

40 Immunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikdrper im Kaninchen 

Pro Immunisierung wurden 35 pg Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS und 0,7 ml komplettem bzw. 
inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt 
Tag 0: 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 
45 Tag 14: Z Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 
Tag 28: 3. Immunisierung (icFA) 
Tag 56: 4. Immunisierung (icFA) 
Tag80:Ausbluten. 

Das Serum des Kaninchens wurde im Immunoblot getestet Hierzu wurde ein erfindungsgem&Bes Fusionspro- 
50 tein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese unterzogen und auf ein NitrocellulosefUter 
Obertragen (vgL Khyse-Andersen, J* h Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203— 209> Die Western Blot-Analyse 
wurde wie in Bock, C-T. et aL, Virus Genes 8, (1994), 215—229, beschrieben, durchgefQhrt Hierzu wurde das 
NitrocellulosefUter eine Stunde bei 37° C mit einem ersten Antikdrper inkubiert Dieser Antikdrper war das 
Serum des Kaninchens (1 : 10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten mit PBS wurde das NitrocellulosefH- 
55 ter mh einem zweiten Antikdrper inkubiert Dieser Antikdrper war ein mit alkalischer Phosphatase gekoppeher 
monoklonaler Ziege Anti-Kaninchen-IgG- Antikdrper (Dianova^ (1 : 5000) in PBS. Nach 30-minQtiger Inkuba- 
tion bei 37° C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und anschlieBend die alkalische Phosphatase-Nachweisre- 
aktion mit Entwicklerldsung (36 jtM 5' Bromo-4-chloro-3-indolyiphosphat t 400 |iM Nitroblau-tetrazolium, 100 
raM Tris-HQ, pH 95, 100 mM Nad, 5 mM MgCb) bei Raumtemperatur, bis Banden sichtbar waren. 
60 Es zeigte sich, daB erfindungsgemaBe, polyklonale Antikdrper hergestellt werden kdnnen. 

Immunisierungsprotokoll fflr polyklonale Antikdrper im Huhn 

Pro Immunisierung wurden 40 \xg Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0^8 ml PBS und 0;8 ml komplettem bzw. 
65 inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt 

TagO. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 
Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 
Tag 50: 3. Immunisierung (icFA). 
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Aus Eigelb wurxlen Antikdrper extrahiert und im Western Blot getestet Es wurden erfindungsgema8e, 
polyklonale Antikdrper nachgewiesen. 

Iraraunisierungsprotokoll fQr monoklonale Antikdrperder Maus 

5 

Pro Immunisierung wurden 12 fig Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS und 0,25 ml komplettem bzw. 
inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei der 4. Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne 
Adjuvans) geldst 

TagO. 1, Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 10 
Tag 56: 3. Immunisierung (icFA) 
Tag 84; 4. Immunisierung (PBS) 
Tag87: Fusion, 

UberstSnde von Hybridomen wurden im Western Blot getestet Erfindungsgem&Be, monoklonale Antikdrper 
wurden nachgewiesen. Einer davon, 11/78/1, wurde bei der DSM unter DSM ACC 2211 am 26. April 1995 is 
hinterlegt 

Beispiei 3: Nachweis der DNase-Aktivtt&t eines erfindungsgemSSen Proteins 

Es wurde ein DNase-Aktmtatstest entsprechend des Verfahrens von Rosenthal, AX. & Lacks, SA, Anal 20 
Biochem. 80, (1977), 76-90 mit Modifikationen durchgeftihrt Hierzu wurde ein 18% SDS-Polyacrylamid-Gel 
hergestellt, das 2 mM EDTA und denaturierte Lachs-Testis DNA oder Hefe RNA bis zu einer Endkonzentration 
von 10 ng/ml im Trenn- und Sammelgel enthielt Proben wurden denaturiert, indem sie 4 min in Laemmli-Pro- 
benpuffer, der 5% 2-Mercaptoethanol enthielt, gekocht wurden. Als Proben wurde ein erfindungsgem&Bes 
Protein (von Beispiei 1) und Rinder-DNase 1 (Kontrolle) verwendet Als Proteinmarker wurde eine 10 kd Leiter 25 
(Gibco BRL) verwendet, die in dem gleichen Gel aufgetrennt wurde, nach der Elektrophorese ausgeschnitten 
und nut Cooraassie-Blau angefSrbt wurde. Zur Entfernung des SDS nach der Elektrophorese wurde das die 
Proben enthaltende Gel 4 x 30 min mit 100 ml 40 mM TVis-HQ, pH 7,6, gewaschen und fiber Nacht bei 
Raumtemperatur in 40 mM Tris-HCL pH 7 A mit 0,02% Natriumazki und 2 mM MgC]* 2 mM CaCk bzw. mit 2 
mM MgCl* 2 mM Z11CI2 inkubiert Zura Nachweis der enzymatischen Aktivit&t wurde der Puffer gewechselt und 30 
Ethidiumbromid bis zu einer Endkonzentration von 2 jig/ml hinzugegeben. Das Gel wurde periodisch auf einem 
langwelligen UV-Licht untersucht und photographiert 

Es zeigte sich, daB ein erfindungsgemlBes Protein eine DNase-Aktivit&t aufweist 

Patentanspriiche as 

1. Protein mit DNase-Aktivitat, umfassend die Aminos&uresequenz von Fig. 1, wobei Fig. 1 Bestandteil 
dieses Anspruchs ist, oder ein funktionelles Derivat oder Fragment davon. 

2. DNA, kodierend fttr das Protein nach Anspruch 1, wobei die DNA umfaBt 

(a) die DNA von Fig. 1, wobei Fig. 1 Bestandteil dieses Anspruchs ist, oder einen Teil davon, 40 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) fiber den degenerierten genetischen Code verwandte DNA. 

3. Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach Anspruch Z 

4. TVansformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 3. 

5. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 1, umfassend die Kulttvierung der TVansformante 45 
nach Anspruch 4 unter geeigneten Bedingungen. 

6. Antikdrper, gerichtet gegen das Protein nach Anspruch 1. 

7. Verwendung des Proteins nach Anspruch 1 als Reagens zur Diagnose und/oder Therapie von Apoptose. 

8. Verwendung der DNA nach Anspruch 2 als Reagens zur Diagnose und/oder Therapie von Apoptose. 

50 

Hierzu 1 Seite(n)Zeicbnungen 
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